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摘要 CRISPR/Cas9 系统 已 不 仅仅 是 一 种 革命 性 的 基因 编辑 工具 ， 还 能 在 各 种 原核 和 真 核 生 
物 中 调控 基因 转录 。 近 年 来 ， 由 CRISPR/Cas9 衍生 而 来 的 CRISPR-dCas9 系统 已 被 用 于 基因 
成 像 、 高 通 量 筛选 、 基 因 调 控 、 必 需 基 因 功 能 研究 及 表 观 遗传 调控 等 多 个 方向 。 本 文 总 结 了 
近年 来 CR1ISPR-dCas9 系统 在 激活 或 抑制 基因 转录 、 降 低 脱 靶 效 率 、sgRNA 与 转录 强度 及 特 
异性 之 间 的 联系 等 方面 的 研究 进展 ， 以 期 对 CRISPR-dCas9 系统 定向 调控 基因 转录 的 研究 提 
供 参考 和 帮助 ， 并 就 其 未 来 可 能 的 改进 进行 了 展望 。 
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Abstract 


The CRISPR/Cas9 system is not only a revolutionary tool for gene editing but also regulates 
gene transcription in various prokaryotic and eukaryotic organisms. In the recent years, the system 
of CRISPR-dCas9 derived from CRISPR/Cas9 has been used in many fields such as gene imaging, 
high-throughput screening, gene regulation, investigating essential gene function and epigenetic 
regulation. In this review, the recent advances of CRISPR-dCas9 for activating or inhibiting gene 
transcription, reducing off-targeting efficiency and combing the intrinsic relationship between 
sgRNA and transcriptional regulation, application in the life science and further upgrading were 
described. 
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CRISPR/Cas9 ( Clustered regularly interspaced short palindromic 


repeats-CRISPR associated 9, CRISPR/Cas9) 系统 是 细菌 和 古 细菌 在 长 期 进化 过 程 
中 形成 的 一 种 适应 性 免疫 防御 系统 , 可 以 有 效 地 切割 降解 进入 细菌 和 十 细菌 细胞 
中 外 源 DNAN], 近年 来 CRISPR/Cas9 就 如 同 暴 风雨 一 样 席卷 了 生物 学 的 众多 领 
域 (6l， 同 时 这 一 系统 也 在 不 断 的 被 改造 升级 。 现 在 的 CRISPR/Cas9 系统 已 不 仅 
仅 是 一 种 革命 性 的 基因 组 编辑 工具 , 还 是 一 种 重要 的 基因 调控 工具 。 缺乏 核酸 酶 
活性 但 仍 具 有 RNA 引导 下 与 DNA 结合 能 力 的 Cas9 蛋白 (CRISPR-dCas9) 已 被 
广泛 用 在 许多 宿主 中 调节 基因 表达 。 该 系统 不 会 造成 DNA 双 链 断裂 ， 可 避免 在 
特定 基因 上 的 永久 突变 对 宿主 的 影响 四。 

CRISPR-dCas9 系统 的 作用 机 理 是 : a. 人 工 设计 合成 的 一 小 段 特异 性 RNA F 
列 (single guide RNA, sgRNA) 与 dCas9 和 转录 调控 因子 形成 的 融合 蛋白 组 成 复 


是 dCas9-sgRNA 复合 物 作为 一 个 支架 将 一 系列 效应 分 子 募 集 到 特定 的 位 置 来 激 
活 基 因 转录 或 因 空 间 位 阻 阻 止 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 及 抑制 转录 延伸 ， 从 而 
发 挥 调节 功能 ( 见 图 1 (a) 和 图 2 (a))。 目 前 ， 已 有 很 多 关于 CRISPR-dCAS9 
在 转录 水 平 调控 基因 表达 的 研究 报道 。 本 综述 对 CRISPR-dCas9 系统 的 研究 进展 
进行 了 详细 介绍 并 对 其 发 展 前 景 进行 了 展望 。 


2 CRISPR-dCas9 与 基因 转录 激活 (CRISPRa) 


研究 人 员 发 现 将 CRISPR/Cas9 系统 中 Cas9 的 两 个 保守 的 内 切 核酸 酶 结构 域 
分 别 进 行 RuvC 催化 结构 域 的 第 10 位 天 冬 氢 酸 突变 为 丙 氨 酸 (D10A) 和 HNH 
催化 结构 域 的 第 840 位 组 氨 酸 突变 为 两 氨 酸 (H840A) 后 ，Cas9 蛋白 失去 核 
酸 内 切 酶 活性 (dead Cas9，dCas9)， 不 能 切割 DNA 但 dCas9 仍 能 与 sgRNA 形 
成 复合 物 并 与 特定 DNA 序列 结合 2. 83。 将 转录 激活 因子 或 者 RNA 聚合 酶 o 亚 基 
与 dCas9 融合 表达 ， 并 利用 sgRNA 的 特异 性 引导 功能 ， 该 系统 即 可 用 于 激活 特 
定 基因 的 表达 (CRISPRa)。 

1998 年 , Simon 等 四 发 现 大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 的 o- 亚 基 可 提高 RNA 聚合 酶 


活性 并 激活 转录 ， 可 大 大 提高 基因 转录 水 平 。Bikard 等 no 在 大 肠 杆菌 中 构建 了 o 
WES dCas9 的 融合 和 蛋白， 研究 该 系统 是 否 可 激活 报告 基因 转录 。 在 该 研究 中 ， 
与 对 照 组 相 比 ， 融 合 表达 蛋白 使 报告 基因 的 转录 水 平 提高 了 2.8 倍 ， 但 这 一 系统 
在 大 肠 杆 菌 中 只 是 进行 了 初步 验证 。 最近，Yu 等 上 在 溶 杆菌 中 鉴定 并 利用 @ 亚 基 
与 dCas9 的 融合 蛋白 显著 激活 了 五 个 共 表达 的 基因 ， 这 是 CRISPRa 系统 在 原核 
生物 中 的 再 次 应 用 和 验证 。 而 在 真 核 细胞 中 ，VP64 激活 域 与 dCas9 的 C 末端 融 
合 蛋白 不 仅仅 可 以 激活 报告 基因 , 还 可 以 激活 被 沉默 的 内 源 基因 或 者 上 调 可 转录 
基因 的 转录 量 & (LE 1 b)。Polstein 等 由 在 此 基础 上 通过 将 光 诱 导 的 异 二 聚 
化 蛋白 CRY2 和 CIB1 分 别 同 转录 激活 域 VP64 及 dCas9 融合 进一步 开发 了 一 个 
在 蓝光 下 可 激活 内 源 基因 的 系统 ， 可 以 实现 在 时 间 和 空间 上 精确 控制 细胞 行为 。 
与 此 同时 ， 以 上 描述 的 这 种 拆 分 成 两 部 分 的 Cas9 系统 被 借鉴 并 形成 了 一 个 分 子 
更 小 的 dCas9-VP64 系统 0。 这 些 系统 都 能 在 时 间 和 空间 动态 激活 基因 转录 。 

研究 显示 : dCas9-VP64 系统 利用 单个 sgRNA 在 哺乳 动物 细胞 中 的 激活 转录 
水 平 较 低 ， 而 在 启动 子 上 游 区 域 设 计 多 个 ssRNA 可 以 增强 该 系统 的 激活 能 力 05， 
19。 这 些 现 象 提示 研究 者 们 可 以 通过 改进 融合 蛋白 使 其 能 募集 多 个 转录 激活 因子 
或 具有 多 个 激活 子 结构 域 从 而 增强 CRISPRa 系统 的 激活 能 力 。 基 于 这 一 理念 ， 
多 种 二 代 dCas9- 激 活 子 融合 蛋白 被 开发 出 来 ， 这 些 系统 包括 多 拷贝 数 的 VP16、 
VPR(VP64-p65-Rta) 及 SunTag〈 募 集 多 个 抗体 -VP64 复合 物 ) 71 ( 见 图 1 Co), 

Cd) 和 〈e))。Chavez 等 09 的 研究 表明 这 些 不 同 构造 的 系统 在 多 种 哺乳 动物 细 

胞 中 能 很 好 的 激活 基因 。 另 外 ， 转 录 激 活 因子 可 以 通过 一 个 RNA 发 来 环 和 MS2 
噬菌体 外 壳 和 蛋白 〈 与 RNA 发 夹 环 具 有 极 高 的 亲和力 ) 吸附 到 sgRNA Pl, 
Konermann 等 09 对 sgRNA 的 骨架 进行 修饰 设计 并 开发 出 了 一 种 与 dCas9-VPR 类 
Whi) A 4 (Synergistic actvation mediator, SAM). SAM 系统 通过 共 表 达 
dCas9-VP64 融合 蛋白 、 带 发 夹 结构 的 sgRNA 及 一 个 MS2-VP64 或 MS2-P65-HSF1 
融合 蛋白 来 实现 RNA 介 时 的 靶 向 激活 基因 转录 。SAM 系统 不 仅仅 能 显著 激活 编 
码 基因 的 表达 ， 而 且 对 长 链 非 编码 RNA (Long noncoding RNA, IncRNA) 的 表 
达 也 有 具有 很 好 的 调节 作用 。 

dCas9 还 可 以 与 表 观 遗传 修饰 子 融合 来 对 向 修饰 增强 子 区 域 的 表 观 遗传 标 
记 ， 从 而 激活 基因 转录 。 在 最 近 的 一 项 研究 中 , 将 dCas9 与 转录 激活 因子 乙酰 转 
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移 酶 p300〈 一 种 高 度 保守 的 乙酰 转移 酶 ， 涉 及 广泛 的 细胞 过 程 ) 的 催化 核心 融 
@ (dCas9-p300core) 可 以 在 人 类 细胞 中 激活 基因 转录 《〈 见 图 1 (f))。 该 融合 蛋 
白 在 靶 位 点 催化 组 蛋白 H3 MAR 27 乙酰 化 ， 引 起 启动 子 和 近 端 或 远 端 增强 子 
变化 从 而 显著 激活 靶 基 因 转 录 。dCas9-p300core 引起 的 基因 激活 在 全 基因 组 范围 
内 具有 高 度 的 特异 性 0。 
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图 1 CRISPRa 系统 的 作用 机 理 及 不 同类 型 的 CRISPRa 系统 (a) CRISPRi 系统 激活 基因 转录 机 理 (b) 


dCas9-VP64 系统 (c) dCas9- VPR 或 者 (VP16)s 系统 Cd) dCas9-SunTag 系统 (Ce) SAM 系统 (f) dCas9- 
p300core 系统 
Fig.1 The mechanism of CRISPRa and different types of CRISPRa activation systems (a) the mechanism of 
CRISPRa activates gene transcription (b) The dCas9—VP64 system (c) The dCas9-VPR or (VP16)s system (d) 
The dCas9-SunTag system (e) The SAM system (f) The dCas9-p300core system 

虽然 这 些 二 代 CRISPRa 系统 已 经 证 明 可 以 通过 体外 sgRNA 导向 来 进行 有 效 
功能 遗传 学 研究 , 但 是 在 体内 使 用 它们 仍然 是 一 个 不 小 挑战 己 29。 这 主要 是 因为 
dCas9 融合 蛋白 体内 转 导 和 靶 向 激活 效率 低 。 另 外 ,编码 dCas9/sgRNA 和 共 转 录 
激活 复合 物 的 基因 序列 太 大 , 远 远 超出 了 大 多 数 常 见 病 毒 载体 运载 能 力 ， 然 而 这 
是 目前 来 说 最 有 前 途 的 用 于 体内 基因 递送 的 方法 2 下 。 新 的 小 型 化 的 Cas9 可 能 
为 今后 的 研究 提供 更 多 的 帮助 。 而 体内 激活 率 的 提高 应 寄 希 望 于 新 的 转录 激活 子 


的 获得 或 已 有 系统 的 进一步 优化 设计 。 


3 CRISPR-dCas9 与 抑制 基因 转录 (CRISPRI) 


dCas9 不 仅仅 能 用 来 激活 特定 基因 转录 ， 还 可 以 用 于 转录 抑制 。 由 于 dCas9 
干扰 基因 转录 的 能 力 ， 这 一 衍生 的 CRISPR 系统 被 称 为 CRISPRi。CRISPRi 通过 
dCas9-sgRNA 复合 物 与 目标 DNA 的 划 向 结合 形成 空间 位 阻 ， 抑 制 目 标 DNA 的 
转录 , 进而 形成 对 目标 基因 的 表达 抑制 60。CRISPRi 系统 主要 通过 以 下 两 种 方式 
抑制 目标 基因 转录 : (1) 阻止 RNA 聚合 酶 与 目标 基因 的 启动 子 结合 抑制 转录 ; 
(2) 与 开放 阅读 框 革 向 结合 , 抑制 转录 延伸 (相当 于 转录 终止 子 ) ( 见 图 2 (a))。 
2013 年 ，Qit35 等 人 在 大 肠 杆菌 首次 证 明了 单独 的 dCas9 就 可 以 作为 转录 抑制 子 
并 实现 序列 特异 性 基因 转录 抑制 ， 并 证 明 这 种 CRISPR 干扰 (CRISPRi) 系统 是 
在 基因 组 范围 内 选择 性 干扰 基因 表达 的 简单 方法 。 与 此 同时 ，Bikard 等 ao 使 用 
CRISPR-dCas9 系统 通过 阻止 RNA 聚合 酶 与 启动 子 序列 的 结合 或 通过 阻 断 RNA 
聚合 酶 的 移动 (相当 于 转录 终止 子 ) 在 大 肠 杆菌 中 实现 可 编程 的 转录 抑制 。dCas9 
引起 的 转录 抑制 与 sgRNA 的 位 置 有 关 , 其 抑制 基因 的 转录 量 是 可 控 的 。 与 dCas9 
激活 系统 相 比 ，dCas9 抑制 系统 的 活性 仅仅 与 sgRNA FEAL A, HE 
在 不 同 的 基因 间 、 细 胞 和 物种 中 均 可 发 挥 抑制 作用 。2015 年 , Piatek PIK dCas9 
的 C 端 与 SRDX 的 转录 阻 遇 结构 域 融合 并 成 功用 于 植物 细胞 中 内 源 基 因 的 转录 
抑制 。 不 久之 后 ，Choudhary 等 P71 介绍 了 一 种 CRISPR 干扰 (CRISPRi) 方法 ， 
可 有 效 抑制 分 枝 杆菌 中 靶 基 因 的 表达 .Smith 等 2 系统 地 分 析 了 各 种 RNA Wit, 
以 便 在 酿酒 酵母 中 实现 有 效 的 转录 抑制 , 并 提出 有 效 的 文库 设计 和 全 基因 组 可 编 
程 基因 抑制 目的 的 规则 。 目 前 ，CRISPRi 系统 已 在 多 种 模式 生物 中 得 到 了 验证 
P830。 然 而 ， 这 种 基因 转录 抑制 的 研究 很 少 在 缺乏 已 开发 的 基因 组 工程 工具 的 非 
常规 微生物 中 得 到 证 实 。 尽管 dCas9 能 够 在 真 核 生 物 中 抑制 基因 转录 , 但 是 其 抑 
制 水 平 较 低 。 为 了 提高 转录 抑制 强度 ,研究 人 员 05. A dCas9 与 不 同 转录 抑制 子 
融合 表达 并 进行 相关 验证 ， 最 终 发 现 KRAB-dCas9 融合 蛋白 具有 和 较 高 的 抑制 效 
率 ，sgRNA 设计 合理 时 候 其 抑制 效率 可 达 90~99%， 但 是 需要 筛选 多 个 sgRNA 
才能 获得 1~2 个 有 效 的 ssRNAB3〈 见 图 2 (b))。 虽 然 dCas9-KRAB 工具 也 是 依 
赖 于 局 部 染色 质 修 饰 来 沉默 基因 表达 (募集 染色 质 修饰 复合 物 ) B9， 但 是 通过 直 
接 去 除 增强 子 特定 区 域 特定 的 活化 表 观 遗传 标记 也 可 以 使 基因 沉默 。 例如 , 组 蛋 


201804.01786v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


白 去 甲 基 化 酶 LSD1 与 小 的 同 Cas9 同 源 的 dNmCas9 融合 后 可 直接 去 除 激 活 的 
H3K4 甲 基 化 标记 导致 增强 子 失 效 而 抑制 的 基因 转录 B5( 见 图 2 (c))。 该 工具 通 
过 增强 子 去 活化 发 挥 作用 ， 提 供 了 一 种 新 的 调控 转录 的 表 观 遗传 学 方法 。 
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图 2 CRISPRi 系统 作用 机 制 及 不 同类 型 的 CRISPRi 抑制 系统 (a) CRISPRi 系统 抑制 


= 


因 转 录 机 理 Cb) 


dCas9-KRAB 系统 Cc) dCas9-LSD1 系统 
Fig.2 The mechanism of CRISPRi and different types of CRISPRi inhibition systems (a) the mechanism of 


CRISPRi inhibits Gene Transcription (b) The dCas9-KRAB system (c) The dCas9-LSD1 system 
4 CRISPR-dCas? 的 特异 性 和 sgRNA 设计 


关于 Cas9 的 脱 靶 效应 已 有 很 多 研究 报道 ， 但 是 仍然 未 能 很 好 的 解决 这 一 问 
题 85.371。 通常 情况 下 ,研究 人 员 通 常 利用 外 源 的 绿色 谈 光 蛋白 作为 靶 标 ,设计 特 
异性 的 sgRNA 和 阴性 对 照 sgRNA， 用 RNA 测序 技术 检测 sgRNA 的 特异 性 。 对 
于 dCas9 系统 ， 如 dCas9-VP64 和 SAM 系统 也 采用 类 似 的 技术 证 明 系 统 的 特异 
性 。 尽 管 研究 表明 这 些 系统 具有 良好 的 特异 性 ， 但 是 研究 的 sgRNA 数量 较 少 ， 
说 服 力 还 不 够 I。 对 于 CRISPRi 系统 ，Gibert 等 B3] 研 究 了 1~Sbp 的 sgRNA 碱 基 
普 配 对 Cas9 和 dCas9-KRAB 特异 性 的 影响 ， 发 现 dCas9-KRAB 系统 对 碱 基 错 配 
更 加 敏感 。 这 表明 不 同 的 效应 子 对 dCas9 特异 性 的 影响 可 能 不 一 样 ， 对 于 每 一 个 
新 的 dCas9 融合 蛋白 ， 都 有 必要 研究 其 特异 性 。 

一 直 以 来 ,关于 sgRNA 设计 的 研究 从 未 停止 过 , 希望 通过 精心 设计 的 sgRNA 


序列 来 增加 RNA 的 靶 向 性 并 降低 脱 靶 效率 .有 一 些 证 据 表 明 , 精心 设计 的 sgRNA 
可 以 降低 脱 靶 率 。 虽 然 在 CRISPR/Cas9 系统 用 于 基因 编辑 的 时 候 其 脱 靶 范围 是 
DAHAS, (Ak CRISPR-dCas9 系统 用 于 调节 基因 功能 脱 靶 造成 转录 抑制 或 
激活 的 概率 要 小 很 多 B3, 弹 。 因 为 这 些 脱 靶 的 sgRNA 必须 锁定 到 TSS 上 下 1000bp 
的 范围 内 才 有 可 能 导致 革 基 因 转 录 抑 制 或 者 激活 。CRISPR-dCas9 系统 sgRNA 的 
设计 不 仅 要 考虑 脱衣 率 ， 还 要 考虑 碱 基 配 对 与 DNA 结合 位 点 对 调控 作用 的 影响 
B91。 然而 现在 还 没有 一 个 成 熟 的 准则 和 算法 来 评估 ssRNA 用 于 基因 调控 时 的 脱 
靶 率 ， 所 以 研究 人 员 不 得 不 采用 Cas9 的 脱 计算 法 B94 各。 当然 研究 人 员 也 给 出 一 
定 的 参考 ; 例如 Bikard 等 (0 表 明 ， 当 PAM 与 TSS 的 距离 在 区 域 -50bp 到 +50bp 
之 间 时 ， 单 个 的 dCas9 的 抑制 效应 是 最 明显 的 。 而 Qi 等 中 说 明 ， 当 部 向 启动 子 
区 域 和 区 域 中 的 TFBS 结合 位 点 时 ， 导 向 RNA 与 正义 链 或 反 义 链 结合 都 具有 良 
好 的 抑制 效果 , 但 在 启动 子 区 域 的 下 游 时 只 有 与 非 模板 链 结合 才 有 效 。 与 此 同时 ， 
2016 年 的 一 项 研究 系统 地 评估 了 人 类 细胞 中 sgRNA 位 置 对 CRISPRi 效率 的 影 
响 ， 分 析 了 155 ASHE 41 个 基因 的 sgRNAs 并 发 现 CRISPRi 效率 很 大 程度 上 依 
赖 于 招募 的 效应 复合 物 与 靶 基 因 转 录 起 始 位 点 “TSS) 的 结合 位 置 中 ]。 专 门 针对 
CRISPRa 系统 的 sgRNA 设计 指南 相对 来 说 更 少 。Liao 等 的 的 最 新 研究 显示 一 个 
长 度 缩短 为 14bp 的 sgRNA (dgRNA) 的 CRISPR 激活 系统 仍 能 肢 向 高 效 的 激活 
特定 基因 的 转录 。 从 某 种 意义 上 来 说 ，CRISPR-dCas9 系统 sgRNA 的 设计 有 其 独 
特 的 特性 。 随 着 生物 信息 学 的 发 展 以 及 CRISPR-dCas9 系统 的 不 断 开发 和 应 用 ， 
研究 人 员 最 终 必 将 解决 这 一 问题 。 


5 CRISPRa 系统 的 应 用 和 局 限 性 


CRISPRa 系统 可 以 用 于 在 多 种 生物 过 程 中 调节 基因 表达 ， 包 括 干细胞 分 化 、 
沉默 基因 激活 、 遗 传 缺陷 补偿 和 全 基因 水 平 筛选。2016 年 ，Black 等 路] 的 最 新 成 
果 表 明 使 用 具有 dCas9 的 N 端 和 C 端 融合 VP64 转录 激活 域 的 融合 蛋 

CVP64-dCas9-VP64) 证 明了 直接 通过 激活 特定 内 源 性 基因 的 细胞 重 编程 可 以 将 
成 纤维 细胞 诱导 为 神经 元 细胞 。 

一 般 来 说 ， 功 能 缺失 型 筛选 可 以 通过 RNAi 或 者 CRISPR/Cas9 系统 来 实现 ， 
而 功能 获得 型 筛选 可 以 用 过 表达 特定 基因 的 方式 来 实现 , 但 是 这 些 方式 都 不 能 实 
现 全 基因 组 范围 的 基因 调控 。Konermannn 等 09 基 于 强大 的 dCas9-SAM 系统 设计 


并 使 用 由 70,290 条 引导 RNA 构成 的 文库 在 人 类 细胞 全 基因 组 范围 内 筛选 针对 
BRAF 抑制 剂 的 抗 性 基因 。 这 些 筛选 出 来 的 基因 与 以 前 的 发 现 高 度 一 致 ， 同 时 也 
发 现 了 一 些 新 的 基因 。 总 的 来 说 ， 该 技术 用 于 抗 性 基因 的 筛选 以 及 全 基因 组 范围 
内 的 基因 扰动 是 完全 可 行 的 。 

CRISPR 相关 系统 从 诞生 以 来 就 得 到 了 广泛 的 关注 ， 但 是 由 于 其 潜在 的 脱 靶 
性 以 及 DSB 切割 修复 过 程 中 的 造成 的 突变 ， 大 大 限制 了 这 一 技术 的 临床 应 用 。 
CRISPR-dCas9 这 一 衍生 出 来 的 系统 保留 了 sgRNA 介 导 直接 靶 向 特定 基因 特性 ， 
但 是 不 具有 切割 DNA 的 功能 ， 这 无 疑 会 避免 因为 基因 突变 而 给 人 体 带 来 的 未 知 
伤害 。 尽 管 CRISPRa 系统 表现 出 了 很 好 的 医疗 潜力 ， 但 是 走向 临床 或 者 相关 的 
研究 报道 还 较 少 。 一 个 潜在 的 医疗 应 用 例子 是 将 这 一 系统 作为 抗 逆转 录 病 毒 的 佐 
剂 以 治愈 艾滋 病 弦 4]。CRISPRa 系统 被 用 来 激活 潜伏 的 HIV 基因 组 上 的 基因 ， 
使 其 更 易 被 抗 逆转 录 病 毒药 物 影 响 或 者 被 免疫 系统 清除 。 当 然 , 也 可 以 利用 这 一 
系统 快速 得 选 可 以 高 效 激活 HIV 基因 的 调控 元 件 ， 并 开发 出 新 的 方式 用 于 治疗 
HIV。 而 另 一 个 例子 对 于 重度 烧伤 病人 来 说 将 是 一 个 福音 ，Sun 等 [9 通过 部 向 
EDA 编码 基因 的 启动 子 的 CRISPR-dCas9 激活 系统 有 效 诱导 并 重新 编程 人 类 骨 
髓 来 源 的 间 充 质 干 细胞 ， 以 促进 其 分 化 为 汗腺 样 细 胞 。 

现在 CRISPRa 系统 的 应 用 越 来 越 广 ， 并 丰富 了 研究 人 员 调 节 基因 功能 的 手 
PUN, Yu 等 0 利用 CRISPR-dCas9 5 o 亚 基 的 融合 蛋白 靶 向 激活 溶 杆菌 的 WAP 
基因 艇 的 五 个 共 表达 的 基因 的 转录 与 过 表达 自我 保护 基因 结合 的 方法 提高 了 对 
耐 甲 氧 西林 的 金黄 色 葡萄 球菌 有 强烈 活性 的 抗生素 - 环 脂 缩 肽 WAP-8294A 的 产 
量 。2018 年 ，Gallego-Bartolome 等 9 开发 了 一 种 利用 人 脱 甲 基 酶 TET1 催化 结 
构 域 与 修饰 后 的 CRISPR/dCas9-SunTag 共同 组 成 的 CRISPR-dCas9 的 靶 向 去 甲 基 
化 系统 ， 该 系统 可 以 在 拟 南 芥 中 靶 向 除去 甲 基 化 状态 ， 定 向 激活 FWA 基因 。 虽 
然 CRISPRa 技术 较 其 他 传统 手段 有 其 显著 的 优势 ， 但 是 也 有 不 少 问题 ， 例 如 脱 
HERU, 递送 困 难 及 潜在 的 免疫 原 性 ， 其 中 还 有 一 个 值得 特别 关注 的 问题 就 是 激 
活 内 源 基因 依赖 sgRNA 的 选择 以 及 激活 效率 较 传统 过 表达 低 的 多 。 当 然 在 研究 
特定 基因 功能 时 ， 这 可 能 不 是 一 个 大 问题 。 但 是 如 果 涉 及 到 多 个 因素 时 (例如 成 
熟 细胞 的 重 编程 )， 这 无 疑 会 成 倍加 大 研究 的 难度 。 因 此 ， 如 何 进一步 提高 激活 
转录 的 强度 及 快速 设计 大 量 且 特异 性 良好 的 sgRNA 需要 进一步 研究 和 探索 。 


6 CRISPRi 系统 的 应 用 和 局 限 性 


CRISPRi (CRISPR Interference) 系统 是 在 CRISPR/Cas9 的 基础 上 衍生 而 来 
的 ， 可 以 特异 性 的 抑制 基因 的 转录 而 并 非 将 基因 knockout 来 实现 调控 。 同 时 ， 
CRISPRi 系统 能 将 靶 基 因 的 转录 量 控制 在 不 同 水 平 。 必需 基因 功能 的 发 挥 决定 了 
细胞 的 核心 过 程 , 但 是 必需 基因 功能 的 丧失 会 导致 细胞 无 法 生存 ,基因 突变 或 者 
基因 缺失 都 不 能 用 来 研究 必需 基因 功能 。2016 年 ，Qi 等 50 利 用 CRISPRi ERA 
低 了 枯草 杆菌 的 每 个 必须 基因 ,并 探究 细菌 相关 表 型 。 这 一 研究 为 在 体内 系统 研 
究 必 需 基因 功能 提供 了 一 个 广泛 适应 于 各 种 微生物 和 比较 分 析 的 一 个 新 的 参考 。 
而 在 2017 年 , Dong 等 651 为 了 更 好 的 理解 金黄 色 葡萄 球菌 的 遗传 机 制 , 开发 了 一 
种 新 的 CRISPR-dCas9 干扰 方法 用 于 邯 基 因 的 快速 敲 减 。 此 外 ， 使 用 这 种 方法 可 
以 同时 抑制 多 个 基因 转录 。CRISPRi 系统 在 研究 基因 功能 方面 具有 明显 的 优势 。 

长 链 非 编码 RNA (ncRNA) 是 一 种 神秘 的 长 200 多 个 核 昔 酸 但 不 会 编码 任 
何 蛋 白质 的 分 子 。 虽 然 IncRNA 大 量 存在 ， 但 是 人 们 并 不 清楚 有 多 少数 量 的 
IncRNA 以 及 哪些 IncRNA 在 基础 生物 学 功能 中 发 挥 重 要 作用 。 高 效 快 速 的 鉴定 
方法 的 开发 对 于 研究 这 类 重要 的 调控 RNA 具有 重要 的 意义 。Liu 等 [J 利用 
CRISPRi 技术 在 多 个 细胞 系 中 关闭 非 编码 转录 本 的 转录 , 鉴定 出 了 细胞 生长 所 需 
的 499 个 IncRNA。 因 此 ， 在 发 生 细胞 增殖 的 癌症 等 疾病 中 ， 这 些 鉴定 出 的 位 点 
可 能 用 于 开发 一 种 基于 RNA 干扰 的 新 的 治疗 方法 。 

CRISPRi 这 一 能 特异 性 使 基因 转录 抑制 以 及 可 调控 转录 水 平 的 平台 已 经 在 
各 个 领域 得 到 了 良好 的 应 用 ， 例 如 基于 分 析 代 谢 途 径 利 用 CRISPRi 调控 必须 基 
因 转录 水 平 来 提高 代谢 物产 量 53] 或 减少 副 产 物 的 分 泌 哎 、 全 基因 组 范围 内 基因 
筛选 5 及 毅 低 特定 基因 转录 量 以 研究 基因 功能 唤 等 。 尽 管 目前 的 转录 抑制 系统 
己 经 非常 高 效 并 且 应 用 广泛 , 但 是 仍 有 改进 的 空间 , 例如 高 丰 度 表达 时 抑制 可 能 
不 明显 和 sgRNA 的 筛选 问题 。 


7 展望 

随 着 科研 人 员 的 不 断 研究 改进 以 及 更 多 新 的 CRISPR 系统 的 发 现 ， 基 于 
CRISPR 系统 的 基因 干扰 或 基因 激活 系统 必 将 进一步 被 改进 和 优化 。 目前 , dCas9 
与 效应 子 融 合 表 达 的 基因 序列 及 融合 和 蛋白 的 相对 分 子 量 较 大 , 严重 影响 该 系统 在 
微生物 中 的 开发 和 应 用 ， 同 时 也 使 体内 应 用 时 递送 难度 加 大 。 以 此 来 看 ， 新 的 更 


小 的 CRISPR 系统 的 发 掘 具有 重大 意义 。 一 个 在 非 培养 微生物 中 挖掘 出 来 的 CasX 
就 具有 开发 出 更 小 的 调控 基因 转录 系统 的 潜在 可 能 性 59。 最 近 ，Hu 等 6 通过 改 
进 得 到 的 xCas9 具有 更 多 的 识别 位 点 和 更 低 的 脱 朋 效率。 虽然 xCas9 系统 的 应 用 
潜力 需要 进一步 验证 , 但 是 谁 能 确定 这 个 蛋白 不 能 用 于 构建 脱 靶 效率 更 低 的 基因 
调控 系统 。 

由 于 其 高 效 性 和 简便 性 ，CRISPR/Cas9 及 CRISPR-dCas9 系统 已 经 广泛 应 用 
于 生物 医学 和 生物 技术 领域 ,无 论 是 基因 组 编辑 还 是 靶 标 调控 在 不 久 的 将 来 必 将 
完美 应 用 于 临床 。 尽 管 由 于 一 些 限制 和 缺点 ，CRISPR 系统 并 不 像 我 们 想象 的 那 
么 完美 〈 例 如 ， 引 导 RNA 的 具体 作用 机 制 及 如 何 进一步 降低 或 者 消除 脱衣 超出 
了 我 们 现在 的 知识 范围 )， 但 是 随 着 学 习 和 探索 的 不 断 深入 ， 我 们 面临 的 问题 将 
会 逐渐 被 解决 。 这 些 问题 的 解决 可 以 帮助 我 们 更 好 地 利用 CRISPR-dCas9 系统 去 
福 人 类 并 将 其 用 于 临床 ， 为 干细胞 分 化 、 代 谢 工 程 、 细 胞 重 编程 、 基 因 功 能 研 
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FINE WA Be TY AE YR PSR A Fe BE BB See th 

总 之 ， 随 着 CRISPR-dCas9 系统 的 出 现 ，CRISPRa/CRISPRi 系统 增强 了 我 们 
探究 基因 功能 及 调控 基因 转录 的 能 力 。 我 们 认为 CRISPR 调控 系统 将 会 应 用 到 越 
来 越 多 的 原核 和 真 核 生物 中 ， 并 且 将 在 人 类 疾病 的 研究 中 发 挥 更 加 重要 的 作用 。 
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